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verfahren zur chromatocrraphiBChen Reinlqynq 
irnd Trennuna von Nucleinsaureaemigchen 

Gegenstand der vorliegendeli Erf indiuig ist ein Verfahren zur 
chromatographischen Reinigung tmd Trennung von NucleinsSure- 
gemischen gemfiR Oberbegriff des Anspruchs 1, die Verwendiing 
des Verf ahrens zur Reinigung von Nucleinsaurefragmenten, die 
Modifizierungsresdctionen iinterzogen worden sind, eine 
Vorrichtiing zur Durchfiihrung dee Verfalarens, eine wSBrige 
L5sung, die im erf indungsgem&Sen Verfahren einsetzbar ist 
sowie die Verwendimg dieser L&sung. 

Die Adsorption von NucleinsSuren an Glas- oder Silicagelpar- 
tikeln in Gegenwart von chaotropen Salzen ist bekannt (Vogel- 
stein, B. and Gillespie, D. (1979) Preparative and analytical 
purification of DNA from agarose., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 76 : 615 - 619) . Getna£ dieser Methode wird DNA aus Agaros- 
egelen sowie RNA- und DNA-Prapeurate aus verschiedenen Extrak- 
ten unter Verwendung von hohen Konzentrationen chaotroper 
Salze in Natriumiodid, Natriumperchlorat oder Guanidin- 
thiocyanat isoliert und gereinigt (Boom, R, et al. (1990) 
Rapid and simple method for purification of nucleic acids, 
J. Clin. Microbiol. 28, 495 - 503 und Yamado, O. et al . 
(1990) A new method for extracting DNA or RNA for polymerase 
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chain reaction. J. Viro. Methods 27, 203 - 210) . Zwar eind 
die genauen pysikalischen Vorg^ge, die zu einer Adsorption 
der NucleinsSiiren in Gegenwart chaotroper Reagenzien an 
mineralieche TrSger fiihren nicht im Detail geklArt, jedoch 
geht man davon aus, daS die Ursache fiir die Adsorption in 
der St5rung ilbergeordneter Struktiiren des wSSrigen Milieus 
zu suchen ist. Dabei wird die in Ldsung be£indliche Nuclein- 
ScLure an der Ober£l§.che der Glas- bzw. Silicalgelpartikel 
adsorbiert oder denaturiert. Die Adsorption ist in Anwesen- 
heit von hohen Konzentrationen chaotroper Salze fast guanti- 
tativ. Die Elution der adsorbierten Nucleins&uren er£olgt 
in Anwesenheit von Puffem mit geringer lonenstarke (Salz- 
konzentration) . Durch die Verf ahren des Standes der Technik 
werden NucleinsSuren und Pragmente einer Gr6&e von 100 
Basenpaaren (bp) bis 50*000 Basenpaaren (bp) em&glicht. Bs 
war bislang jedoch nicht mfiglich, kurze einzel- oder doppel- 
str&agige NUcleins&urefragmente (100 bp und kleiner) von sehr 
kurzen (20 bis 40 Nucleotide) einzelstrSngigen Oligo- 
nucleotiden (Primem) guantitativ zu trennen. 

Diese Nucleins&uregemische entstehen typischerweise als 
Araplifikationsprodukte zum Beispiel gemSiS der Polymerase - 
kettenreaktion (PGR) . Die aus dieser Reaktion entstehenden 
Prodoikte werden haufig anschlieSend molekularbiologisch 
analysiert, indem die iiblichen Techniken wie DNA-Sequen- 
zier\uag, DNA-Hybridisierung, Klonierting, Restriktion ^md 
Transformation durchgefCihrt werden. Damit lassen sich 
analytische Parameter wie Aussagen uber Geiumitationen fQr 
die genetische Beratung oder Erregemachweise in der medi- 
zinischen Diagnostik (HIV) gewinnen. XTm das Potential dieser 
Diagnostikverf ahren nutzen zu konnen, ist eine quantitative 
Treimiang bzw. Reinigung dieser hSufig recht kleinen DNA- 
Pragmente (100 Basenpaare) sehr wichtig. 

Die 2ur Zeit zur Verfugung stehenden Reinigungsmethoden 
basieren auf der Ultrafiltration, der High Pressure Liquid 
Chromatography (HPLC) oder der Extraktion von Nucleinsaure- 
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fragmenten aus Ageurosegelen in Anwesenheit chaotroper Salze 
durch Niederschlagen auf Glas- oder Silicagelpartikel. Diese 
rtethoden sind jedoch nur mit niedriger Eff izienz ziir Trennung 
von Nucleinsauregemischen bestehend beispielsweise aue einem 
kurzen doppelstrSnglgen DNA-Pragment (100 bp) und einem 
kleineren einzelstrSngigen Oligonucleotid (zum Beispiel 39 
mer) geeignet . 

Das technische Problem der vorliegenden Erfindung besteht 
daria, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem es raSglich ist, 
die oben genannten Nachteile des Standee der Technik zu 
vermeiden. Gel6st wird das Problem durch ein Verfahren zur 
chromatographischen Reinigung und Trennimg von NucleinsSxire- 
gemischen gemcLS den Merkmalen des Anspruchs 1. Die darauf 
folgenden UnteransprQche 2 bis 13 betreffen bevorzugte 
Ausfiihnmgsformen des erfindungsgemii&en Verfahrens. 

Der Anspruch 14 betrifft eine Verwendung des erfindungs- 
gemafien Verfahrens zxir Reinigung von Nucleinsiuref ragmenten 
nach Modifizierungsreaktionen. Der Anspruch 15 betrifft eine 
Vorrichtung zur Durchfflhrung des erf indungsgemSBen Verfahrens 
und Anspruch 16 betrifft eine bevorzugte Ausfiihnmgsform der 
erfindungsgeraSfien Vorrichtimg. Der Anspruch 17 betrifft eine 
waSrige li5sung verwendbar im erf indungsgemSfien Verfahren und 
Anspruch 14 betrifft edLne Zusammenstellung der Kon5)onenten 
geraas Anspruch 15 und Anspruch 17. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren nutzt die an sich bekannte 
Eigenschaft von NucleinsAuren aus, in Gegenwart chaotroper 
Salze, Salzl6sungen hoher lonenstarke (hoher Konzen- 
trationen) , Reagenzien wie z. B. Hamstoff oder von Mischun- 
gen dieser Substanzen auf mineral ischen Trager niederzu- 
Bchlagen \ind durch Einwirkung von Ldsungen geringer lonen- 
starke (Salzkonzentration) zu eluieren. So schiagt die PCT/EP 
92/02775 der Anmelderin vor, ein Nucleinsauregemisch zunachst 
in einem Medium niederer lonenstarke auf einem Anionenaus- 
tauschermaterial zu adsorbieren, danach die Nucleinsaure mit 
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einem Puffer hSherer lonenstarke zu desorbieren und danach 
im Puffer tnit dieser hoheren lonenstarke in Gegenwart von 
niederen Alkoholen iind/oder Polyethylenglycol und/oder 
organischer Sfturen, wie TrichloressigsSure (TCA) , die 
NucleinsSuren auf einem mineralischen Trikgermaterial zu 
adsorbieren. Die Nucleins&uren werden dann vorzugeweise mit 
Wasser oder einer Pufferldsung geringer lonenstSrke elxiiert. 

£s hat sich nun herausgestellt, daS zur Trennung von Nuclein- 
sSuren die vorherige Reinigung an Anionenaustauscher- 
materialien unterbleiben kann. ^erraschenderweise IS&t sich 
auch durch die Adsorption von Nucleins§uren in Gegenwart 
chaotroper Salze hoher Konzentration und Desorption der 
Nucleins&;iren mit L5sungen geringer lonenst&rke eine hervor- 
ragende Praktionierung eines NucleinsSuregemisches erzielen. 

Durch das erfindungsgemcLBe Verfahren wird es mithin er- 
mdglicht, in einem Arbeitsschritt durch Adsorption der zu 
trennenden Nucleins&uren und Elution in effizienter Weise 
interessierende Nucleinsaxirefraktionen zu erhalten, ohne 
vorherige Reinigungsschritte . 

Sollen nucleins^xirehaltige Proben als Quellen der zu reini- 
genden und isolierenden NucleinsSuren dienen, werden diese 
Quellen in an sich bekannter Weise aufgeschlossen, beispiels- 
weise durch Detergenzbehandlung oder mechanische Einf IfLsse 
wie Ultraschall oder Zerkleinem. Dabei kann die zur Aufnahme 
der Nucleins§uren verwendete Ii&sung bereits chaotrope Salze 
in hoher Konzentration enthalten. Nach Entfemung eventuell 
vorhandener grober Zellbestandteile durch Zentrifugation oder 
Filtration (WO 93/11218 und WO 93/11211) wird die L6sung dann 
mit einem mineralischen Trigermaterial in Kontakt gebracht, 
um aus der Ldsung mit hoher lonenstarke chaotroper Salze die 
Nucleinsauren auf dem mineralischen Trager zu adsorbieren. 

Eine Abwandlung des erf indungsgemaSen Verfahrens besteht 
darin, den Aufschlufi der Nucleins&uren direkt in dem 
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Puffer system, .das zur Adsorption eingesetzt wird, durch- 
zufOhren. Dann wird eine besonders giinstige NucleinsSure- 
verteilung gewinnbar. 

Oblicherweise werden Nucleinsauren aus eiikaryontischen 
imd/oder prokaryontischen Zellen (darunter auch Protozoen 
xind Pilze) und/oder bub Viren gewonnen. Dabei werden die 
Zellen iind/oder Viren beispielsweise unter stark de- 
naturierenden und gegebenenfalls reduzierenden Bedingungen 
aufgeschlossen (Maniatis, T., Fritsch, E.P. & Sainbrook, S., 
1982, Molecular Clonin Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
University Press, Cold Spring Harbor) . 

Eine besondere Ausfilhrungsform der Erfindung eignet sich 
insbesondere zur Plasmid- oder Cosmid-DNA- Preparation aus 
E.coli. Nach der Lyse der E.coli-Zellen mit Natronlauge/SDS 
wird mit 0,2 - 0,9 M Kaliumacetat (KAc) neutralisiert . 

tblicherweise wird nach der Lyse der Zellauf schlufi mit SDS 
mit 3 M Kaliumacetat neutralisiert. Urn die Zellbruchstiicke 
abzuzentrifugieren, wird dem Zell-Lysat dann 5 M Gucuiidin- 
hydrochlorid oder eine andere chaotrope HochsalzlSsung 
zugegeben. Bei Minipr^parationen von E.coli ergibt dies ca. 
2 - 3 ml der an Silicagel zu adsorbierenden Probe, was jedoch 
nachteilig ist, da es dcuan in mehreren Stunden EdDzentri- 
fugiert werden muB. 

Das erf indungsgemSSe Verfahren verwendet nach der Natron- 
lauge/SDS Lyse z. B. Salzl6sungen mit vorzugsweise 

0,2 M KAc / 5,5 M GuHCl, 
0,2 M KAc / 5,5 GITC, 
0,2 M NaAc / 6 M Na ClO^, 
0,2 M NaAc / 6 M GuHCl sowie 
0,2 M NH4AC / 6 M NaClO^. 
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Dadurch wird eine Neutralisation der Zell-Lyse imd gleich- 
zeitige Einstelliing der Probe auf Hochsalzbedingungen in 
Silicage! erreicht, wodiirch eine wesentliche Arbeit ser- 
leichterung in der tSglichen Praxis erfolgt. Weiter wurde 
uberraschenderweise f estgestellt , daS die Adsorption von 
Nukleins^uren an Silicagel auch in Anwesenheit von 
anionischen oder kationischen oder neutralen Detergentien, 
wie z. B. SDS, NP40, Tween 20 Triton X-100, CTAB in Kom- 
bination mit chaotropen Salzen stattfindet, oder durch die 
Anwesenheit dieser Detergentien die DNA-Ausbeute sogar noch 
erhSht . 



Weit verbreitet ist der Auf schluIS der Zellen mit Detergenzien 
als denaturierende Reagenzien und die Verwendung von be- 
stitmnten Enzymen z\m Abbau der Proteinstrukturen und nuclein- 
s&urespaltenden Enzymen. So werden beispielsweise Natrium- 
dodecylsiafat (SDS) und BDTA als denaturierende Agenzien 
verwendet und Proteinase K zum Abbau von Proteinen. Das 
Brgebnis dieses Auf schlu&verfahrens ist meistens eine 
hochviskose gallertartige Struktur, aus der die Nucleinsaxiren 
mittels Phenolextraktion isoliert werden. Die Nucleinsfturen 
bleiben dabei in grofier Lftnge erhalten und werden nach 
Dialyse und Prftzipitation aus der wSSrigen Phase entfemt. 
Dieses Aufschlufiverfahren ist gegentoer Nicht-Nucleinsaure- 
Strukturen so aggresiv, daS dem Verf ahren auch Gewebestucke 
unterworfen werden k6nnen. 

Wegen der arbeitsintensiven Technik mit mehrf achem Wechsel 
der ReaktionsgefSfee ist diese Methode jedoch ffir groSe 
Probenaufkommen und Routinepr&parationen ungtastig. Dieses 
Verf ahren ist zwar automatisierbar, jedoch bew&ltigt eine 
handelsiibliche i^aratur gegenwSrtig etwa 8 Proben gleich- 
zeitig in vier Stunden (implied Biosystems A 371) . Das 
Verfahren ist somit teuer und eignet sich nicht filr die 
Durchschleusung groSer Probenserien . Weiterhin ist nach- 
teilig, dafi die Folgereaktionen, wie enzymatische Airiplifi- 
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kation, infolge der gxofien LSngen der isolierten Nuclein- 
saxiren gestdrt sind. Daruber hinaus sind die anfallenden 
Ldsiingen hochviskos \2nd schwer handhabbar. Insbesondere DNA 
sehr grofier Lftnge ist eher stSrend, da die mit dem Verf ahren 
gem&S dem Stand der Technik gewonnenen NucleinsSuren ge- 
sondert zerkleinert werden miiBsen, um weiterverarbeitet 
werden zu k&nnen. 

Der Auf echluS von eukaryontischen und/oder prokaryontischen 
Zellen tmd/oder Viren in alkalischem Milieu in Gegenwart von 
Detergenzien, ist technisch zwar einfach, liefert jedoch auch 
NucleinsSuren mit groSer ISnge, die wie oben geschildert von 
Nachteil sind. 

An die RohprSparation der Nucleinsaxiren schliefien sich Folge- 
reaktionen an. Diese Folgereaktionen erfordem eine bestiramte 
QualitSLt der Nucleins&uren. So mCLssen diese weitestgehend 
imversehrt sein, die Ausbeute der PrSparation mu& hoch und 
reproduzierbar sein, axifierdem miissen die Nucleinsauren in 
hoher Reinheit, frei von Proteinen und Zellmetaboliten 
vorliegen. Der PrAparationsweg muS einfach und wirtschaftlich 
sein und die M6glichkeit zur Automation bieten. Die Pre- 
paration der Nucleinsauren mufi ohne die Gefahr von Kreuz- 
kontamination anderer Proben m6glich sein, insbesondere wenn 
enzymatische Amplif ikationsreaktionen, wie Polymerase Chain 
Reaction (PGR) (Saiki, r., Gelfand, D.H., Stoffel, S., 
Scharf, s.J., Higuchi, R. , Horn, G.T., Mullis, K.B. & 
Ehrlich, H.A. (1988), Science 239, 487 - 491) und Ligase 
Chain Reaction (LCR) ( EP-A-8 83 11 741.8), Anwendung finden. 
Fur diese Folgereaktionen ist es wflnschenswert , die Nuclein- 
sauren in nicht zu grofier Ketteniange zu erhalten, die Zellen 
m6glichst quant it at iv auf zuschliefien xind im librigen die oben 
genannten Nachteile der im Stand der Technik bekannten 
Auf schluEverf ahren zu vermeiden. 

Es ist mithin wunschenswert , dafi ein Verf ahren die Isolierung 
und Konzentrierung von Nucleinsauren aus intcdcten eukaryon- 
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tischen und/oder prokaryontischen Zellen und/oder Viren oder 
aus Korperflussigkeiten ermoglicht. Insbesondere soil die 
dabei anfallende NucleinsSxire sich durch nicht zu gro&e 
Kettenlangen auszeichnen, in wenigen Schrltten isolierbar 
sein und direkt den erforderlichen Folgereaktionen \mter- 
worfen werden kdnnen* 

Die weiter oben angegebene Modif ikation des erf indtmgsgemafien 
Verfahrens die dies ermdglicht, besteht darin, dafi die 
Quellen der NucleinsStxren wie exikaryontische xind/oder 
prokaryontische Zellen und/oder Viren lysiert werden. 

Der AufschluB nucleinsaurehaltiger Quellen, wie exikaryon- 
tische und/oder prokaryontische Zellen xind/oder Viren, kann 
dabei vorzugsweise durch physikalische oder chemische 
Einwirkung erfolgen. Dabei kann die Lyse entweder mechanisch 
wie mit Ultraschall oder durch osmotischen Schock oder 
chemisch mittels Detergenzien und/oder chaotropen Agenzien 
\and/oder organischen LSsungsmitteln (z.B. Phenol, Oiloroform, 
Ether) oder alkalischem Aufschlufi erreicht werden. 

Diese Verf ahrensweise fiihrt zur PrSparation von NucleinsSuren 
mit hoher Reinheit und erlaxibt es, eine qualitativ und 
quant itativ reproduzierbare Analytik durchzuf xihren, 
insbesondere in Koinbination mit enzymatischen Verf ahren zur 
Amplif ikation von NucleinsSuren. Es hat sich gezeigt, dafi 
Aufschlufimethoden mit Detergenzien und/oder chaotropen 
Agenzien, konzentrierten Salzl6s\ingen, Reagenzien wie 
Hamstoff , Nischungen dieser Substanzen und/oder organischen 
Ldsungsmitteln oder physikalische Aufschlufimethoden, wie 
Erhitzen einer Probe, die Folgeanwendungen erleichtert. Man 
erheLlt bei Anwendung des erfindungsgemoUSen Verfahrens zum 
Beispiel kOrzere zellulSre DNA (< 50 kb) beziehxmgsweise 
Gesamtnucleinsauren aus Zellen und/oder Viren \ind/oder 
K6rperflussigkeiten. Die Reinigiingsmethode (d.h. die Be- 
dingungen der Bindung und Elution der Nucleinsfturen) fOhrt 
zu einer Fragment ierung der NucleinsSuren. 



wo 95/01359 



PCT/EP94;02056 



- 9 - 

Die Korabination aus chaotiropen Agenzien hoher lonenstSrke 
xmd hydrophoben organischen oder anorganischen Polymeren 
xind/oder Alkoholen und/oder Trichloressigsaure (TCA) im Ad- 
sorptionspuffer gewahrleistet, daS die Nucleinsauren im 
Gegensatz zu herk6mmlichen Reinigimgsverf ahren nach der Lyse 
quantitativ und hochspezif isch an der Qberf liche des rainera- 
lischen Tragermaterials wie Quarzf aeern f ixiert werden und 
so vor weiterfOhrenden Angriffen der Nucleaeen geschutzt 
sind, wShrend kontaminierende Bestandteile des Lysates nicht 
binden. In diesem fixierten Zustand der Nucleinsauren kfinnen 
restliche kontaminierende Bestandteile leicht ausgewaschen 
werden, gefolgt von der Elution der sauberen Nucleinsatire 
in einem kleinen Volumen. Man erhait so reproduzierbare 
Ketteniangen von durchschnittlich 20 bis 40 kb. Weniger als 
10% sind kflrzer als 10 kb unter den Auf schluSbedingungen, 
wie sie in den Beispielen 7 bis 9 beschrieben werden. Dies 
stellt eine optiraale Langenverteilung ftkr eine anschlieSende 
enzymatische Nucleinsaureamplif ikation dar. 

Die spezielle Kombination von Salzen, insbesondere chaotropen 
Agenzien, und Alkoholen ennfiglicht es erstmals, Nucleinsauren 
eines breiten Ketteniangenspektrums (10 - 100.000 Bapenpaare) 
gleichzeitig zu isolieren und zu reinigen. 

Die waSrige Adsorptionsldsung hoher Salzkonzentration enthait 
1 bis 50 Vol.-% aliphatischen Alkohols einer Kettenlange von 
1 bis 5 C-Atomen oder Polyethylenglykol • 

Als mineralische Trager kommen por6se oder nicht por6se 
Materialien auf Basis von Metalloxiden und Metallmischoxiden 
in Prage, wie solche aus Silicagel, Materialien, die Qber- 
wiegend aus Glas bestehen, Aluminixiinoxid, Zeolithe, Titan- 
dioxid, Zirkondioxid. Insbesondere Zeolithe haben sich als 
mineralisches Tragermaterial bewahrt, 

Gegebenenfalls kann das mineralische Tragermaterial mit den 
daran adsorbierten Nucleinsauren mit einer L6sung gewaschen 
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werden, die axifgrund eines relativ hohen Alkoholgehaltes eine 
Desorption der NucleinsSuren verhindert. 

Danach werden die adsorbierten Nucleinsaxiren mit einem Puffer 
geringer Salzkonzentration (lonenstarke) eluiert und die 
erhaltenen NucleinsSxiren oder Nucleinsaiirefraktionen ge- 
sammelt . 

Als chaotrope Salze kommen Natri\iraperchlorat , Guanidin- 
hydrochlorid (GuHCl) , Guanid inisothiocyanat (GTC) , Kalium- 
iodid in Konzentrationen von 1 bis 8 M in Betracht. Nutzbar 
sind ebenfalls konzentrierte Salzlosungen > 1 M NaCl, KCl, 
LiCl etc., Reagenzien wie beispielsweise Hametoff {> 1 M) 
und Kombinationen dieser Bestandteile . Die in der Lfisung der 
chaotropen Salze vorhandenen niederen Alkohole sind Methanol, 
Ethanol, Isopropanol, Butanol und Pentanol in Mengen von 1 
bis 50 %, insofem sie in diesen Bereichen mit Wasser 
mischbar sind. Die vorzugsweise verwendbaren Ethylenglykole 
weisen Molekulargewichte von 1.000 bis 100.000, insbesondere 
von 6.000 bis 8.000 auf. Das Polyethylenglykol kann dera 
Puffer hoher lonenst&rke in Mengen von 1 bis 30 % zugesetzt 
sein. 

Die PartikelgrSSe der mineralischen TrSgennaterialien betrAgt 
vorzugsweise 0,1 ^xm bis 1.000 /im. Werden porSse minereaische 
TrSger verwendet wie beispielsweise porSses Silicagel, 
por6ses Glas, pordses Aluminiumoxid, Zeolithe weisen die 
Poren vorzugsweise eine Porengr6Se von 2 bis 1.000 nra auf. 
Das Tragermaterial kann beispielsweise in Form loser 
Schflttimgen vorliegen und mit den die zu trennenden und 
reinigenden NucleinsAuren enthaltenden L6sungen in Kontakt 
gebracht werden. 

Vorzugsweise sind jedoch die por6sen und nicht por6sen 
Tr§germaterialien als Filterschichten ausgebildet und in 
einem Hohlk5rper mit Bin- und AuslalSof fnung angeordnet. Die 
Filterschichten bestehen entweder aus gerichteten (gewebten) 
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Oder tmgerichteten Pasern aus Glas, Quarz, Keramik oder 
anderen Materialien wie Mineralien oder aus einer Membran, 
in der Silicagel angeordnet ist. 

Dae erf indvmgegeinaSe Verf ahren ist in hervorragender Weise 
geeignet, Nucleins&uregemische zu trennen, insbesondere auch 
kurzkettige NucleinsSuren, die sich in den Ketteniangen ntir 
geringfugig unterscheiden. So lassen sich beispielsweise DNA- 
Pragmente einer GrASe von beispielsweise 100 bp von kleineren 
einzelstrtngigen Oligonucleotiden zutn Beispiel einem 39 mer 
trennen. Dabei wird die DHA-Ausbeute dsum tun 60 bis 70 % 
gesteigert, verglichen mit anderen konventionellen Reini- 
gungsmethoden, wie Ultrafiltration, HPLC oder Verwendung 
chaotroper Salze allein, 

Bei Anwendung des erfindungsgemSfien Verfahrens, bei dem der 
Auf schlufi der NucleinsAxiren enthaltenden Quellen itn Aufnahme- 
(Adsorptions-) puffer erfolgt, wird eine NucleinsSure- 
pr&paration mit bestimmten L&ngenspektrum der NucleinsSure 
m&glich. 

Das erfindungsgeraaSe Verf ahren erlaubt es, Nucleinsaure- 
gemische jeglicher Herkunft zu bearbeiten. So lassen sich 
Nucleinsiuren aus biologischen Quellen wie Geweben jeder Art, 
K6rperfUissigkeiten wie Blut, Faeces nach entsprechender 
Probenvorbereitung, die jedenfalls eine Aufnahme der Probe 
in einer L6sung hoher Salzkonzentration, vorzugsweise hoher 
Konzentration an chaotropen lonen umfaSt, gewinnen. Auch 
Nucleinsauren, die durch cheraische Reaktibnen entstanden 
Bind, wie solche, die durch Polymerasekettenreaktion (PGR) 
erhalten wurden oder Plasmid-DNA, genomische DNA und RNA 
vmd/oder NucleinsSuren, die aus Mikroorganismen statmnen, 
lassen sich erf indungsgemas trennen und reinigen. 

Das erfindungsgemafie Verf ahren ist ebenfalls geeignet, 
sogenannte Plasmid-DNA-Minipraparationen a;is Escherichia Coli 
fur die anschlieiSende Klonierung oder Seguenzierung zu 
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verwenden; ebenfalls geeignet ist das erf indungsgemaSe 
Verfahren zur Isolierung von DMA und/oder RNA aus Vollblut, 
Plasma, Serum, Geweben, Zellkultur, Bakterien, insbesondere 
Mycobakterium txiberlosis, Viren wie Cytomegalie-Virus 
(Nucleinsaxire DNA) aus RNA- Viren wie HIV, Hepatitis B, 
Hepatitis C, Hepatitis-5. Nucleinsaxxren im Sinne des er- 
findungsgemaiSen sind auch Oligonucleotide, Die NUcleins§tiren 
kdnnen desweiteren axis Sequenzierxeaktionen oder anderen 
vergleichbaren Reaktionen stammen. Die Pr§paration von DNA 
Oder RNA aus Vollblut ist inbesondere geeignet zur an- 
Bchliefienden HLA-Typisierung. Das erfindungsgem^LSe Verfahren 
ist insbesondere geeignet zur Isolierung von Nucleinsfturen 
aus Mycobakterium tiiberkulosis . Hierbei mflssen recht 
drastische Auf schlujBmethoden eingehalten werden, wobei 
konventionelle Isolierungstechniken nur unbefriedigende 
Resultate lief em. 

Eine im erf indungsgem^fien Verfahren vorzugsweise zu ver- 
wendende Vorrichtung ist ein insbesondere zylindrischer 
Hohlk6rper mit einer Ein- und Auslafi6f fnung. In der NShe der 
AuslaS6ffnung, in FlieSrichtung der L6sung durch den 
Hohlk6rper gesehen, ist das mineralische TrSgermaterial 
angeordnet, an welchem die NucleinsSuren zu adsorbiert 
werden. Bine Einrichtung, die in einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform aus zwei CUt>ereinander angeordneten, einen 
Zwischenraum bildenden Polyethylenfritte besteht, fixiert 
das TrSgermaterial , welches sich im Zwischenraum zwischen 
den Polyethylenfritten befindet, in dem Lumen des Hohl- 
korpers. Die Einrichtung zur Befestigung des Tragermaterials 
kann auch eine selbsttragende Membran sein, in der das 
TrSgermaterial eingebettet ist. Die Befestigung des Tr&ger- 
materials bzw. der Einrichtungen, die das TrSgermaterial 
fixieren, kann durch Reibungs- oder Spannungskr§fte, wie sie 
beispielsweise dtirch Einklemmen dieser Einrichtungen in dem 
Hohlk6rper entstehen, bewirkt werden und/oder durch eine 
Fixierung der Einrichtungen mit einem Spannring erfolgen. 
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Die Porengrdfie der Einrichtung, vorzugsweise Polyethylen- 
oder Polypropylenfritten, rauS dabei groS genug sein, urn die 
Beetandteile dee Lyeates verstopfungsfrei hindurchf lieSen 
zu lassen. Vorzugsweise haben die Einrichttangen eine 
PorengrdBe von 5 bis 200 /im. Diese Vorrichtting erlaiibt 
erstmals die einfache, schnelle \ind reproduzierbare 
Isolierung von NucleinsSiiren auch aus hochviskosen Lysaten, 
die sehr viel Protein enthalten (z.B. Blutlysate, welche 
einen sehr hohen H&moglobingehalt aufweisen) . 

In einer besonders bevorrugten Ausf^Uirungsfozm ist das 
miiieralische TrSgermaterial eine netzartige Membrcui aus 
Silicagel-, Glas- oder Quarzfasem, mit einer PorengrdSe 
< S fim, an die die freigesetzten NucleinsSuren adsorbiert 
werden . 

Eine ebenfalls bevorzugte Ausfilhrungsf orm stellt eine 
Vorrichtung dar, bei der das mineralische Tragermaterial ein 
partikelffirmiges anorganisches Polymeres wie Kieselgel oder 
Quarzgel mit einer PartikelgrdSe von 1 bis SO fim ist. 

Der Hohlkfirper kann zum Beispiel ein handelsiibliches Rflhrchen 
sein. Zwischen den zwei eng eingepreSten Einrichtungen, zum 
Beispiel Polyethylenfritten mit einer Porengr6Se von 50 bis 
200 fim, bef indet sich eine oder mehrere Lagen einer Membran 
mit 0,1 bis 1 fm groSen Poren, welche aus Silica-, Glas- oder 
C2uarz£asem oder Kieselgelen besteht. Die Membran weist eine 
Dicke von ca. 0,2 bis 1,0 mm, insbesondere 0,6 mm auf. 

Die Kapazitat des Membranmaterials ist etwa 20 bis 100 fig 
DNA. Durch Sbereinanderlegen entsprechender Membranen laSt 
sich selbstverstandlich die Kapazitat fur DNA erhShen. Bei 
geringer mechanischer Belastung ist auch ein rands tandiges 
Verschweifien oder Verkleben der Membran denkbeir, wodxirch die 
stabilisierende Wirkung der Einrichtungen entfallen kann, 
so daS die Membran den HohlkSrper ohne die Einrichtungen 
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verschlieSt . Dabei kann die Membran durch das Auf setzen eines 
Spaixnringes im HohlkSrper fixiert werden. 

Es ist ebenfalls mfiglich, mit dem beschriebenen Kieselgel, 
das zwischen 2 Polyethylen-Fritten mit einer PorengrSfie von 
35 /zm angeordnet ist, kleine SSulen zu f\lHen. Vorzugsweise 
wird die obere Einrichtung mit grSfieren Poren (10 - 250 fm, 
insbesondere 50 /xm) gewahlt . Die SSulen werden vorzugsweise 
mit ca. 70 mg Silicagel entsprechend 3 mm Pailh6he beschickt. 

Bevorzugt ist auch die Anwendung des oben beschriebenen 
Verfahrens in Strips mit je 8 parallelen PrSparations- 
mSglichkeiten, im Mikrotitrationsplattenformat {96 PrS- 
parationsmfiglichkeiten fast gleichzeitig) imd/oder in 
Kombination mit einem Filtrationsschritt und/oder einem 
Entsalztmgsschritt. (Siehe Patentanmeldungen P 41 27 276.5, 
P 41 39 664.2 des gleichen Anmelders) . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Vorrichtung wird 
eine 0,5 bis 1,5 mm dicke Polyethylenfritte mit einer 
Porositat von ca. 10 fim in eine Zentrifugen-Chromato- 
graphiesaule in Form eines im wesentlichen zylindrischen 
HohlkSrpers eingeklemmt. tJber diese Pritte ist eine etwa 
doppelt so dicke Schicht aus Silicagel einer Partikelgrdfie 
von etwa 10 bis 15 fim und einer Porosit§t von 40 bis 120 A 
und mit einer zweiten Fritte, die von gleicher Art sein kann 
wie die erste Fritte, verschlossen. Vorzugsweise kann die 
Silicagelschicht durch Druck zwischen den Pritten komprimiert 
werden . 

Eine andere Aus Mhrungs form der Chromatographiesaule weist 
als Tragermaterial Glasf aserbruchstflcke mit einer LSnge von 
10 bis 300 /xm zwischen zwei Polyethylenfritten auf, die eine 
Porositat von ca, 50 /im besitzen, Als Tragermaterial kommen 
auch Glasfaserpapiere, Quarzfasezpapiere, Glasf asergewebe 
und andere mineralische Papiere xind Gewebe in Betracht. 
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Eine weitere bevorzugte Ausfflhrungsfonn der Vorrichtimg weist 
eine Membran, in die.Silicagelpartikel eingebettet sind, in 
• der NShe der Auslafi6ffnung auf. In diesem Fall kann die 
vorzugsweise selbsttragende Membran insbesondere mit einem 
Spannring fixiert werden. Als Silicagelmembran kommt in 
vorteilhafter Weise eine Empore-Silicagel -Membran der Firma 
3M in Betracht. Ebenfalls, insbesondere mit einem Spannring, 
last sich eine Silicalgelmembran bestehend aus Silicagel void 
por6aem PVC im Liimen des zylindrischen Hohlkdrpers 
befestigen. 

In einer bevorzugten Ausfflhrungef orm des erf indungsgemSSen 
Verf ahrens wird die beschriebene Vorrichtiang beispielsweise 
in einer ihrer Ausfflhrungsformen mit der Lfisung des zu 
trennenden Nucleinsauregemisches beschickt . Die li6sung wird 
dann durch Anlegen eines nnterdrucks oder Zentrifugation oder 
gleichwirkende MaSnahme sowie Kombinationen davon durch den 
mineralischen TrSger passiert. Dabei werden die NUcleinsSuren 
an dem Tragermaterial adsorbiert, sofem die Lfisung eine hohe 
lonenstarke (Salzkonzentration) aufweist. 

Die Erf indung wird anhand der nachfolgenden Beispiele nSher 
erlSutert . 

Beispiel 1 

Isolierung von high copy Plasmid-DNA 

Das Plasmid pUC 18 enthaltende E. coli Zellen aus einer 3 
ml HB 101 Kultur werden abzentrifugiert und in 0,25 ml Puffer 
PI (10 mM Tris-HCl, pH 8, 100 ng/ml RNAseA) resuspendiert 
und durch die Zugabe von 0,25 ml Puffer P2 (0,2 M NaOH, 2% 
SDS) lysiert. Die Probe wird durch die Zugabe von 0,35 ml 
Puffer N3 (4,2 M Guanidinhydrochlorid, 0,9 M K-Acetat, pH 
4,8) neutralisiert und gleichzeitig auf eine Endkonzentration 
von 1,75 M GuHCl eingestellt. Diese Konzentration gewShr- 
leistet eine Bindung ohne weitere Schritte. Die lysierte 
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Probe wird 10 min, bei 13.000 rpm in einer Eppendorf -Mini- 
zentrifuge abzentrifugiert , urn die Zellbruchatucke und das 
ausgefallene SDS zu entfemen. Der Uberstand mit der Plasmid- 
DNA wird sofort auf eine Zentrifugen-Qiromatographiesaule 
pipettiert. Die Zentrifugen-Chromatographiesaule wird in 
einem 2 ml Zentri£ugenr6hrchen zentrifugiert vnd durch 
nochmaliges Zentrifugieren von 0,5 ml PB Puffer (5 M Guani- 
dinhydrochlorid, 30 % Isopropanol) gewaschen, urn Verun- 
reinigiingen und Proteine zu entfemen. Die Zentrifugen- 
ChromatographiesSule wird 1 x durch Durchzentrif ugieren von 
80 % Ethanol/Wasser salzfrei gewaschen und anschliefiend 30 
bis 60 sec. zentrifugiert, urn das ilberschilssige Ethanol 
kotnplett zu entfemen. Zur Elution werden 0,05 - 0,2 ml 
Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) d\xrch die Zentri- 
fugen-C3iroraatographiesaiae in ein 1,5 ml- Zentrifugenrdihrchen 
zentrifugiert. Die Plasmid-DNA liegt jetzt in konzentrierter 
Form in einer Losung mit sehr niedriger Salzkonzentration 
vor. Die Ausbeute betrSgt 15 /ig bis 20 (ig Plasmid-DNA mit 
einem A260/A280 VerhSltnis von 1,75. 

iBolierung von high copy Plasmid-DNA aus 5 ml Kulturen 

Nach Beispiel 1 wird ein Zell-Lysat einer 5 ml Plasmid pUC 
18/XL 1 Blue Kultur hergestellt imd durch eine Zentrifugen- 
Chromatographiesaule, welche eine Silicalgelschtlttung 
enthait, zentrifugiert und gewaschen. Die Plasmid-DNA wird 
mit 0,1 ml auf 80«C erwArrotem TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 
8,5, 1 mM EDTA) eluiert. Die Ausbeute betrSgt 15 - 20 /xg 
Plasmid DNA mit einem A260/A280 VerhSltnis von 1,7. 
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Beispiel 3 

Isolierung von low copy Plasmid-DNA 

Nach Beispiel 1 wird ein 2ell-Lysat einer 5 ml Plasmid 
pBR322/XL 1 Blue Kultur hergestellt xmd durch eine Zentri- 
fugen-Chromatographiesaule mit einer Glas- oder Quarzf aeer- 
membran zentrifugiert und gewaschen. Die Plasmid-DNA wird 
mit 0,1 ml auf 80<»C erwSrmten TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 
8,5, ImM EDTA) eluiert. Die Aixsbeute betrSgt 5 - 10 fig 
Plasmid DNA mit einem A260/A280 VerhSltnis von 1,7. 

Beispiel 4 

Reinigxmg von Amplif ikationsprodizkten 

Eine 100 fil PCK-AmplifiJcationsreaktion wird mit 500 fil Puffer 
PB (5 M GuHCl, 30% Isopropanol) vermischt, wobei ein vor- 
heriges Abtrennen des den Reaktionsansatz flberschichtenden 
Paraf finals nicht n6tig ist. Dieses Gemisch wird auf eine 
Zentrifugen-Oiromatographiesaule, welche eine Silicagel- 
membran enthait, pipettiert und in einem 1,5 ml Zentrifugen- 
rdhrchen zentrifugiert. Die 2entrifugen-C2iromatographiesaiile 
wird durch Behandeln mit 80% EtOH/Wasser annahemd salzfrei 
gewaschen. Zur Elution werden 50 /il Elutionspuf f er (10 mM 
Tris, pH 8,5) durch die Zentrifugen-Chromatographiesaule in 
ein anderes Zentrifugenrohrchen zentrifugiert. Das so 
gereinigte PGR Prodiikt ist frei von Primem, dNTPs, Poly- 
merase xind Salzen und kann beispielsweise direkt f<ir eine 
Sequenzierungsreaktion in einem ABI -Sequencer unter Ver- 
wendung des "Cyle- Sequencing" Protokolls eingesetzt werden. 
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Beispiel 5 

Reinigiing von DNA nach Restriktionsreaktionen 

1 DNA wird mit einer Restriktionsendonuclease behandelt . 
Diese DNA Restriktionsreaktion wird nach Beispiel 4 mit 500 
fil PB Puffer vermischt imd ea wird weiter wie in Beispiel 
4 verfahren. Die nach Elution erhaltene DNA ist frei von 
Restriktionsendonucleasen und Salzen, das 260/280 Verhiltnis 
betrSgt 1,8. 

BeiBPiel 6 

Reinigung von DNA nach enzymatischer radioaktiver Markierung 

1 /ig DNA werden mit Hilfe des Oligolabellings, in Anwesenheit 
von Gamma P32-ATP radioaktiv markiert. Der Reaktionsansatz 
wird wie in Beispiel 4 behandelt. Hierdxarch wird die 
markierte DNA von nicht eingebauten dNTPs, Gamma -P3 2 ATP, 
Salzen und Klenow- Polymerase gereinigt und kann direkt fiir 
die Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden, 

Beispiel 7 

Nucleins&ure-Praparation aus Blut 

Gesamt-NucleinsSure-Praparation aus Blut: 200 /xl Citrat-, 
Heparin- oder EDTA-Blut werden in einem 1.5 ml PPN-R6hrchen 
mit 200 /xl einer LSsung aus einem 4 - 8 M chaotropen Salz 
(Guanidinhydrochlorid (GuHCl) , Guanidinisothiocyanat (GTC) , 
Kaliumjodid) , evtl. einem organischen LSsungsmittel (Phenol, 
Chloroform, Ether) und einem 5 - 100 %igen Detergens (NP40; 
Tween 20, Triton X-100, SDS, CTAB) versetzt. AnschliejSend 
werden 200 -1000 einer Protease zugefQgt und es wird fihr 
10 min. bei TO^C oder fur ISngere Zeit bei niedrigeren 
Teraperariiren (z.B. 30 min bei Raumtemperatur) inkubiert. In 
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diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse 
aller eukaryontiechen und/oder prokcuryontischen Zellen 
und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektidser 
Pathogene) und Denatiirierxing und enzymatischer Abbau von 
Proteinen (gleichzeitig Entfemung der an die NucleinsSuren 
gebiindenen Proteine) . Durch Zugabe von 210 ^1 eines 95 - 100 
%igen Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, laoprqpanol, 
PEG, sekundSre und tertifire, kurz- oder langkettige Alkohole) 
werden filr Nucleinsauren hochepezif ische Bindebedingungen 
erzeugt und das so eingestellte Lysat wird auf die 
Vorrichtung aufgetragen. Durch Zentrifugation oder Druck wird 
das Lysat sodann durch die Menbran oder Gelmatrix geleitet, 
wobei die Nucleinsauren reversibel an die Membranf asem oder 
Gelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 tnM NaCl, 10 nM Tris-HCl 
pH 7,5, 30 - 80% eines reinen Alkohols (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isoprppanol, PEG, sekundare und tertiire, kurz- 
oder langkettige Alkohole) oder eines Alkoholgemisches werden 
die Verunreinigungen wie Proteine, HSm, Heparin, Eisenionen, 
Metabolite etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit einem 
Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder destiliertem 
(deionisierten) Wasser eluiert. Der Vorteil dieser 
Elutionsverfahren besteht darin, daS die so gewonnene DNA 
direkt ohne weitere PSllungs- oder Umpufferungsschritte in 
Polgereaktionen, insbesondere der PGR, eingesetzt werden 
kfinnen. Die Prfiparation von Nucleinsfiuren slub anderen 
KSrperfiassigkeiten wie z.B. Sperma, Sputum, tJrin, Stuhl, 
SchweiS, Speichel, Nasenschleim, Serum, Plasma, Liquor etc. 
iBt auch m6glich. 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nucleinsauren weist 
ein hohes Automatisierungspotential insbesondere in Ver- 
bindung mit den Anmeldungsgegenstanden der DE-A 41 27 276.5, 
WO 93/11218, WO 93/11211 und DE-A 41 39 664.2 auf. 
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Beispiel 8 

Gesamt-Nucleinsaxire-PrSparation aus geringsten Blutxnengen 
Oder Spuren 

1 - 50 Ml Citrat-, Heparin- oder EDTA-Blut, oder gefrorenes 
iind wieder aufgetautes Blut, oder renatxiriertes Blut aus 
getrockneten Spuren in Textilgewebe, werden in einem 1,5 nd 
PPN-R6hrchen mit 1 - 50 ^1 einer Losung aus einetn 4 - 8 M 
chaotropen Salz (Guani di nhydrochlorid, Guanidinieothiocyanat , 
Kalixanijodid) , evtl. einem organischen LSsungsmittel (Phenol, 
Chloroform, Ether) und einem 1 - 100 %igen Detergenz (NP40; 
Tween 20, Triton X-100, SDS, CTAB) versetzt. Anschliefiend 
werden 1 - 200 /xg einer Protease zugefiigt und es wird fiir 
1 rain, bei 70 oder fflr ISngere Zeit bei niedrigeren 
Temperaturen (z.B. 10 min bei Raumtemperatur) inkubiert. 

In diesem Schritt erfolgen gleichzeitig die eff iziente Lyse 
aller exikaryontischen und/oder prokaryontischen Zellen 
und/oder Viren (gleichzeitige Inaktivierung ixifekti6ser 
Pathogene) und Denaturierung und enzymatischer Abbau von 
Proteinen (gleichzeitig Bntf emung der an die Nucleinsauren 
gebundenen Proteine) . Durch Zugabe von 1/2 Volumen eines 95 - 
100 *igen Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, 
Isopropanol, sekundare und tertiare, kurz- oder langkettige 
Alkohole) Oder organischen Polymeren (PEG) werden filr 
Nucleinsfturen hochspezif ische Bindebedingungen erzeugt und 
das so eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung 
aufgetragen. Durch Zentrifugation oder Druck wird das Lysat 
sodann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, wobei die 
NucleinsSuren reversibel an die Membranfasem oder Gel- 
partikel binden. Mit 0,7 ml lOO mM NaCl, lO mM Tris-HCl pH 
7,5, 30 - 80% eines reinen Alkohols (Methanol, Ethanol, n- 
Propanol, Isopropanol, PEG, sekundare und tertiSre, kurz- 
oder langkettige Alkohole) oder eines Alkoholgemisches werden 
die Verunreinigxmgen wie Proteine, H§m, Heparin, Eisenionen, 
Metabolite etc. ausgewaschen. Die DNA wird entweder mit einem 
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Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris-HCl pH 9,0) oder destilliertem 
(deionisierten) Wasser eluiert. Der Vorteil dieser Elutions- 
verfahren besteht darin, dafi die so gewonnene DNA direkt ohne 
weitere Fillungs- oder Umpuf f erungsschritt e in 
Folgereaktionen, insbesondere der POl, eingesetzt werden 
kaim. 

Dieses Verfahren ist auch zur PrSparation von NucleinsSuren 
aus kleinsten Mengen anderer KSrperflilssigkeiten (Sperma, 
Sputum, TJrin, Stuhl, SchweiS, Speichel, Nasenschleim, Serum, 
Plasma, Liquor etc.) oder getrockneten Spuren derselben 
geeignet. 

Diese einf ache Methode z\ir Isolierung von NucleinsSuren weist 
ein hohes Autoraatisierungspotential insbesondere in Ver- 
bindung rait den AnmeldungsgegenstSnden der DE-A 41 27 276.5, 
WO 93/11218, WO 93/11211 und DE-A 41 39 664.2 auf . 

Gesamt-NucleinsSure-Praparation aus Gewebe 

100 fig bis 10 mg eines Gewebes werden in einem PPN-R6hrchen 
mit einer L6sung aus einem 4 - 8 M chaotropen Salz (Guanidin- 
hydrochlorid, Guanidinisothiocyanat , Kalium j odid) , evtl . 
einem organischen lAsungsmittel (Phenol, CSiloroform, Ether) 
und einem 5 - 100 %igen Detergens (NP40; Tween 20, Triton 
X-lOO, SDS, CTAB) versetzt und mit Hilfe eines kommerziell 
erhaitlichen Homogenisators oder durch M6rsem in f lussigem 
Stickstoff homogenisiert . AnschlieBend werden 100 - lOOO fxg 
einer Protease zugeMgt und es wird fUr 10 - 20 min. bei 70**C 
Oder far ISngere Zeit bei niedrigeren Teirperaruren (z.B. 30 - 
60 min bei Raumtemperatur) inkubiert. In diesem Schritt 
erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse aller eukaryon- 
tis.chen und/oder prokaryontischen Zellen imd/oder Viren 
(gleichzeitige Inaktivierung infekti5ser Pathogene) und 
Denaturier\ing und enzymatischer Abbau von Proteinen 
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(gleichzeitig Entfemung der an die NucleinsSuren gebundenen 
Proteine) . Durch Zugabe von a Volvunen eines 95 - 100 %igen 
Alkohols (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, PEG, 
sekundare und tertiftre, )curz- oder langkettige Alkohole) 
werden fflr Nucleinsauren hochspezifische Bindebedingungen 
erzeugt und das so eingestellte Lysat wird auf die 
Vorrichtung aufgetragen. Durch Zentrifugation oder Druck wird 
das Lysat sodann durch die Membran oder Gelmatrix geleitet, 
wobei die NucleinsSuren reversibel an die Metnbranfasem oder 
Oelpartikel binden. Mit 0,7 ml 100 toM NaCl, 10 nM Tris-HCl 
pH 7,5, 30 - 80% eines reinen Alkohols (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isopropanol, PEG, sekundSre und tertiSre, kurz- 
oder langkettige Alkohole) oder eines Alkoholgemisches werden 
die Verunreinigungen wie Proteine, H&n, Heparin, Eisenionen, 
Metabolite etc. ausgewaschen . Die DNA wird entweder mit einem 
Niedrigsalzpuffer (lO dM Tris-HCl pH 9,0) oder destilliertera 
(deionisierten) Nasser eluiert. Der Vbrteil dieser Elutions- 
verfahren besteht darin, daS die so gewonnene DNA direkt ohne 
weitere FSllunga- oder Xtapufferungsschritte in Polge- 
reaktionen, insbesondere der PGR, eingesetzt werden kdnnen. 

Diese einfache Methode zur Isolierung von Nucleinsauren 
funktioniert reproduzierbar aus alien Geweben, u.a. auch aus 
Tumoren und weist ein . hohes Automatisierungspotential , 
insbesondere in Verbindung mit den Anmeldungsgegenstflnden 
der DE-A-41 27 276.5, WO 93/11218, Wo 93/11211 und 
DE-A-41 39 664.2 des gleichen Anmelders auf. 

Beiani«>1 in 



Reinigung von DNA- Fragment en aus Agarosegelen 

Ein DNA-Pragment wird in einem Agarosegel (TAB oder TBE 0,5 - 
2% aufgetrennt. Das zu isolierende DNA-Pragment wird aus'dem 
Gel ausgeschnitten und in einem 1,5 ml Eppendorf -Gefas mit 
300 Ml QXl Puffer (7 M NaPO,, 10 mM NaAc, pH 5,3) vermischt . 
Nach 10 miniitiger Inkubation bei 50«>C hat sich die Agarose 
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aufgeldst. Diese L6s\ing wird auf eine Zentrifugen-Chromato- 
graphieeaule nach Beispiel i gegeben und durchzentrifugiert. 
Die Zentrifugen-Chromatographiesaule wird nun mittels 
Zentrifugieren von 80% Ethanol/Wasser durch die S&nle 
salzfrei gewaechen und anechliefiend 1 min. zentrifugiert,. 
urn QberschflfiBiges Ethanol konplett zu entfemen. Zur Glut ion 
warden 0,05 ml Elutionspuffer (10 itiM Tris-HCl, pH 8,5) auf 
die Chronatographiesaule gegeben und durchzentrifugiert. 

Beisniel n 



Reinlgung von DNA-Pragmenten aus Polyacrylamid (PAA)-Gelen 

Das zu isolierende DNA-Pragment wird aus dem PAA-Gel ausge- 
schnitten und in ein 2 ml Eppendorf-Gefac Oberfiihrt, zer- 
kleinert und mit 500 /tl PAA-Elutionspuffer (500 mM NH,Ac, 100 
mM MgAc,, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS) vermischt. Das Gemisch wird 
30 min. bei 50«»C inJcubiert und anechliefiend mit 300 fil QXl 
Puffer versetzt und iiber eine Zentrifugen-Chromatographie- 
saule zentrifugiert. Die Zentrifugen-C2iromatographiesaule 
wird nun mit 80% Ethanol/Wasser salzfrei gewaschen und 
anschliefiend l min. zentrifugiert, urn tiberschflssigee Ethanol 
komplett zu entfemen. Zur Elution werden 0,1 ml Elutions- 
puffer (10 mM Tris-HCl, PH 8,5) auf die ChromatographiesSule 
gegeben \ind durchzentrifugiert. 

Beimlftl 12 

Reinigung von groSen (> 3.000 bp) PCR-Prageraenten 

Eine 100 Ml PCR-AraplifikationsreaJction wird mit 500 fil Puffer 
QXB (5 M GuHCl) vermischt, wobei ein vorheriges Abtrennen 
des den Reaktionsansatz tlberschichtenden ParaffinSls nicht 
nStig ist. Zur weiteren Auf reinigung wird wie in Beispiel 
4 verfahren. 
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Beispiel 13 

Reinigxing von einzelstrSngigen PCR-Produkten 

Ein 100 fil Ampllf ikationsansatz einer asymetrischen PGR wird 
mit 500 fil PB-Puffer (5 M GuHC, 30 % Isopropanol) vermischt. 
2\ir weiteren Aufreinigting wird wie in Beispiel 4 verfahren. 
2\ir Elution werden 0,05 ml Elutionspuf f er (10 mM Trie-HCl, 
pH 8,5) auf die Chromatographiesaule gegeben und durch- 
zentrif ugiert • Das Eluat enthSlt ca. 90% des einzelstrSngigen 
PCR-Produktes, welches direkt fxlr die zweite Araplif ikation 
Oder zum Sequenzieren eingesetzt werden kann. 



Beispiel 14 

Gesamt-Nucleinsaurepraparation aus Gewebe oder Zellen 

Bis zu 50 mg eines Qewebes oder bis zu 10* Zellen werden in 
400 /il einer gepufferten chaotropen L6sung (4 M GTC, 25 inM 
Natriiimcitrat pH 7,5, 2% 2-Mercaptoethanol) - gegebenenf alls 
versetzt mit einem 5 - 100 %-igem Detergens (NP40, Tween 20, 
Triton-X-lOO, SDS, CTAB, Sarkosyl) - homogenisiert . In diesem 
Schritt erfolgen gleichzeitig die effiziente Lyse aller 
eiikaryontischer xmd/oder prokaryontischen Zellen und/oder 
Viren (gleichzeitige Inaktivierung infektidser Pathogene) 
und Denaturierung von Proteinen (insbesondere Ribonucleasen; 
gleichzeitig Entf emung der an die NucleinsSuren gebundenen 
Proteine) . Durch Zugabe von 260 /il eines 100 %-igen Alkohols 
(Methanol, Ethanol, n-Propanol, Isopropanol) werden fiir 
NucleinsAtiren hochspezif ische Bindebedingimgen erzeugt . Das 
so eingestellte Lysat wird auf die Vorrichtung auf getragen . 

AnschlielSend werden Verunreinigungen wie Proteine, H^m, 
Heparin, Metabolite und Polysaccharide mit 700 /il eines 
Waschpuffers bestehend aus 1 M GTC, 25 mM Tris/HCl, pH 7,5, 
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40 % eines Alkoholes (Methanol, Ethanol, n-Propanol, Iso- 
propanol) sowie 700 fil eines Waschpuffers bestehend aus 10 
iriM Tris/Hd, pH 7,5, 80* eines Alkoholes (Methanol, Ethanol, 
n-Propanol, Isopropanol) ausgewaschen. Die NucleinsSuren 
werden entweder mit einein Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris, pH 
7,5) Oder destilliertem (deionisiertem) Wasser eluiert. 
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PatentanBpr-Qche 



Verfahren zur chromatographischen Reinigung und 
Trennung von Nucleinsauregemischen dxirch Adsorption der 
zu trennenden und reinigenden NucleinsSviren aus einer 
L6Bung, die eine hohe Salzkonzentration (lonenstarke) 
und/oder eine hohe Alkoholkonzentration aufweist an 
einen TrSger, gefolgt von einer Desorption von dem 
Trager mittels einer Lfisung mit geringerer Salzkonzen- 
tration (lonenstarke), dadurch gekennzeichnet , daS das 
Nucleinsaxiregemisch 

an einem pordsen oder nicht pordsen raineralischen 
Trager aus Metalloxiden und/oder Metallmisch- 
oxiden, Silicalgel, Materialien, die iiberwiegend 
aus Glas bestehen, Aluininiumoxid, Zeolithe, 
Titandioxid, Zirkondioxid aus einer waSrigen 
Adsorptionsl6sung mit hoher Salzkonzentration 
(lonenstarke) und mit 1 bis 50 Vol.-% ali- 
phatischen Alkohols einer Ketteniange von - 
und/oder Polyethylenglykol (PEG) und/oder hydro- 
phobe, anorganische und/oder organische Polymere 
und/oder organische saure, wie Trichloressigsaure 
(TCA) , adsorbiert wird, 

gegebenenfalls mit einer Waschldsung gewaschen und 
danach 

mit einer L6sung geringerer Salzkonzentration 
(lonenstarke) eluiert wird und die erhaltene 
Nucleinsaure oder Nucleinsauref raktion gesammelt 
wird. 

Verfahren nach Anspruch l, wobei als Salze in der 
Adsorptionsl6sung chaotrope Salze verwendet werden wie 
Natriutnperchlorat , Guanidinhydrochlorid, Guanidin- 
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6. 



7. 



isothlocyanat. Natrium j odid in Konzentrationen von 1 
bis 8 M. 



Verfahren nach Anspruch i und/oder 2, wobei die 
lonenetarken der Salzl5sungen mit 1 bis 10 M Lithium- 
chlorid, Natriumchlorid, Kaliiunchlorid, Natriiimacetat , 
Reagenzien wie z. B. Harnetoff und/oder Mischungen 
davon eingestellt wird. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 1 bis 3, 
wobei die Partikelgrfifie des mineralischen TrSger- 
materials 0,1 /xm bis 1.000 /im betrSgt. 

Verfahren nach mindeatens einem der Ansprttche 1 bis 4, 
wobei verwendete porfise mineralische TrSgermaterialien 
eine Porengr6Se von 2 bis i.ooo nm aufweisen. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprfiche 1 bis 5, 
wobei die porfisen oder nicht por6sen Tragermaterialien, 
insbesondere Zeolithen, in Form von losen Schflttungen 
vorliegea. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprflche 1 bis 5, 
wobei die por68en oder nicht por6sen TrSgermaterialien, 
insbesondere Zeolithen, als Filterschichten ausgebildet 
sind in Form von Filterschichten aus Glas, Quarz oder 
Keramik und/oder einer Membran, in der Silicagel 
angeordnet ist und/oder als Partikel oder Pasem aus 
mineralischen Trftgem und Geweben aus Quarz oder 
Glaswolle vorliegen. 

Verfahren nach mindestens einem der AnsprClche 1 bis 7, 
wobei die zu trennenden und zu reinigenden Nuclein- 
sSuren aus biologischen Quellen wie Zellkulturen, 
Geweben jeder Art, K6rperfiassigkeiten w±e Blut, 
Plasma, Serum, Drin, Faeces, Mikroorganismen wie 
Bakterien, insbesondere Mycobakteriumttiberkulosis , 
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Viren wie Cytomegalie- Virus, HIV, Hepatitis B, 
Hepatitis C, Hepatitis- 6 -Virus, stammen, die Nuclein- 
sSuren durch Polymerasekettenresdction (PC31) erhaltene 
Produkte, Plasmid-DUA, genomische DNA, RKA, Nuclein- 
sSuren aus Mikroorganismen wie Plasmid-DNA, chromo- 
somale DMA oder RNA und/oder Nucleins&uren aus Sequenz- 
cuialysen sind. 

9. Verfahren nach raindestens einem der Ansprilche 1 bis 8, 
wobei die NucleinsSuren nach Praktionierung zu weniger 
als 10% kflrzer als 10 kb sind. 

10 . Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 9 , 
wobei die Nucleinsauren Oligonucleotide sind. 

11. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 10, 
wobei nach der Lyse der Probe die Einstellung von 
Adsorptionsbedingungen an Silicagel in einem einzigen 
Schritt erfolgt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei zur Pr&paration von 
Plasmiden n a c h der alkalischen Lyse der Probe die 
Einstellung von Adsorptionsbedingungen an Silicagel in 
einem einzigen Schritt erfolgt 

13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, wobei zur 
PlasmidprSparation die Adsorption des Plasmids in 
Gegenrart von Detergenzien erfolgt. 

14. Verwendung des Verfahrens nach mindestens einem der 
AnsprQche 1 bis 13 zur Reinigung und Trennung von 
Nucleinsfturef ragmenten nach Modif izierungsreadctionen . 

15 . Vorrichtung zur Durchf uhrung des Verfahrens nach einem 
der AnsprQche 1 bis 13 aus einem Hohlkdrper mit Ein- 
und Auslafi6ffnung, wobei im Lumen des Hohlk6rpers eine 
Einrichtxxng angeordnet ist, die das Tragefmaterial zur 
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Adsorption der zu trennenden NucleinsSuren fixiert, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

die Einrichtung zwei libereinander angeordnete, 
einen Zwischenratun ausbildenden Polyethlenfritten 
Bind, wobei das Tragermaterial zwischen den 
Polyethylenfritten euageordnet ist oder 

die Einrichtxang eine selbsttragende Metnbran ist, 
in welcher das Tragermaterial eingebettet ist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, wobei die Befestigung der 
Einrichtttngen im Lumen des Hohlkdrpers durch Reibungs- 
und/oder SpannungskrSf te und/oder durch Pixierxmg mit 
einem Spannring erfolgt. 

17. wafirige L6sung enhaltend Salze hoher Konzentrationen 
und 1-50 Vol-%, - Cg Alkohole und/oder PEG 
und/oder hydrophobe anorganische luid/oder organische 
Polymere • 

18. Verwendung einer Losung nach Anspruch 17 als Puffer- 
Idsung zxxr Bindung von NucleinsSuren an mineralische 
TrSger aus Nucleinsauren enthaltenden Gemischen. 

19. Zusammenstelltingen in Kitform enthaltend eine wSLBrige 
liftsung nach Anspruch 17 sowie Vorrichtungen nach einem 
der Anspriiche 15 und/oder 16. 
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